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研究成果の概要（和文）：パントテン酸からCoAまでの合成経路は極めて厳密に制御される。バクテリアは主要なパン
トテン酸の供給源である。バクテリアのパントテン酸はアスパラギン酸の脱炭酸化反応により生じるがこれを司るaspa
rtate α-decarboxylase （PanD)はこれまで自己活性化されると考えられてきたが、大腸菌などの一部のバクテリアは
PanZという因子により活性化されることを見出した。この活性には最終産物であるCoAにも依存している。PanD-PanZ複
合体の構造からこの相互作用や活性化がCoAに依存していることを明らかにした。特にPanZがCoA依存的に、PanDに阻害
的にも機能することも見出した。

研究成果の概要（英文）：Coenzyme A (CoA) is an ubiquitous and essential cofactor, synthesized from the 
precursor pantothenate. Vitamin biosynthetic pathways are normally tightly regulated, including the 
pathway from pantothenate to CoA. However, no regulation of pantothenate biosynthesis has been 
identified. We have recently described an additional component in the pantothenate biosynthetic pathway, 
PanZ, which promotes the activation of the zymogen, PanD, to&#160;form aspartate α-decarboxylase (ADC) 
in a CoA-dependent manner. Here we report the structure of PanZ in complex with PanD, which reveals the 
structural basis for the CoA dependence of this interaction and activation. In addition, we show that 
PanZ acts&#160;as a CoA-dependent inhibitor of ADC catalysis. This inhibitory effect can effectively 
regulate the biosynthetic pathway to pantothenate, and thereby also regulate CoA biosynthesis.

研究分野：微生物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 補酵素 A（CoA）は様々な代謝経路におい
て機能し、さらにタンパクのアセチル化修飾
においては基転移反応のアセチル基供与体
としての役目を担っている。補酵素 Aはパン
トテン酸から合成されるが、高等生物にはパ
ントテン酸を合成する能力がなく植物や菌
類からの供給を受けている。ヒトの場合、腸
内細菌は食物と共に重要なパントテン酸の
供給源となっている。 
 細菌では、アミノ酸の一種であるアスパラ
ギン酸から脱炭酸化反応を経てβ-アラニン
を合成し、このβ-アラニンからパントテン酸
が合成される。この脱炭酸化反応を行う酵素
が PanDである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 PanD はピルボイル酵素と呼ばれる特殊な
酵素の仲間である。一般に、ピルボイル酵素
は翻訳された直後は不活性型であるが、ペプ
チド鎖中のセリン残基の N 端側で切断され、
そこにピルボイル基が生じて活性型となる
ような酵素である。これまでピルボイル酵素
の活性化には他の因子を必要とせず、自律的
なペプチドの切断と末端の修飾が生じ活性
化すると考えられてきた。しかし、大腸菌に
おいてPanDの活性化に他の因子が必須であ
ることを発見した（Nozaki et al., 2012）。大
腸菌の機能未知遺伝子群についてその生物
的な機能を解明しようと研究していたとこ
ろ、これまで機能未知とされていた yhhK遺
伝子がPanDの活性化に必須であることを見
いだした。そして yhhK遺伝子を新たに panZ
と名付けた。PanZ は、その構造がアセチル
CoA トランスフェラーゼに類似し、実際に
CoAと結合する。しかし、トランスフェラー
ゼ活性はない。アセチル CoAはアスパラギン
酸から始める CoA 合成の最終産物の一つで
ある。アセチル CoAの PanZへの結合の意義
として、最終産物による合成経路の制御、い
わゆるフィードバック制御が考えられた。し
かし、CoAや PanZがどのようにして PanD
の活性化を制御しているかについてはまだ
明らかになっておらず、PanD の活性制御に
ついては未知の部分が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
アスパラギン酸の脱炭酸化反応を経てβ-ア

ラニンを合成し、このβ-アラニンからパント
テン酸を合成するというパントテン酸合成
経路は細菌に固有な代謝経路である。したが
って、パントテン酸合成経路を標的とした薬
剤はヒトには無害で細菌のみに効く抗菌剤
として働くのではないかと以前から関心を
持たれていた。私たちはパントテン酸合成の
制御因子 PanZを発見し、実際に PanZの遺
伝子を破壊することにより PanD の阻害し、
その結果細菌の生育を止められることを実
証した。PanZ の機能をなんらかの薬剤で阻
害できれば細菌の生育を止めることができ
るのである。また、PanZ は大腸菌やコレラ
菌等のγプロテオバクテリアという特定の
病原性腸内細菌にのみ存在する。このことか
ら、PanZ を叩くことにより、体内の細菌叢
を乱さず、大腸菌やコレラ菌等の病原性細菌
だけを駆除することも可能である。このよう
に PanZを標的にすれば細菌種特異的抗菌剤
の開発が可能となる。 
 本研究では、パントテン酸の前駆物質であ
るβ-アラニンの合成酵素 PanD の活性を制
御する PanZの機能の全貌を明らかにして、
PanZ を標的とした病原性腸内細菌に特異的
な抗菌剤開発の基盤の確立をめざすもので
ある 
 
３．研究の方法 
本研究計画では PanZ による PanD の活性制御
機構を明らかにすることを目的として、 
①PanD のアセチル化が PanD の活性に与える
影響の解析 
②PanD にアセチル基を転移する酵素の同定 
③PanZ 及び PanD の生化学的解析を行う。 
④PanZ が抗菌薬の標的としてふさわしいか
を評価する目的で、PanZ 及び PanF の二重変
異株の作製と表現型の解析を行う。 
 PanD のアセチル化が PanD の活性に与える
影響の解析。PanD の C末端側のアセチル化が
PanD の定常期での活性の低下に関与してい
るのかを明らかにする目的で、アセチル化部
位と思われるリジン残基を、アセチル化状態
をミミックするグルタミンまたは脱アセチ
ル化状態をミミックするアルギニンに置換
した変異株を作製した。 
 これらの株の対数増殖期と定常期の細胞
抽出液に、放射性同位体で標識したアスパラ
ギン酸を加える。標識したアスパラギン酸が
β-アラニンに変換される量を調べることに
より、それぞれの抽出液中の PanD の活性を
測定できる。もしアセチル化が定常期での活
性の低下に関与しているのであれば、いずれ
かの変異株において定常期でも活性に変化
がなくなることが予想される。 
 PanD にアセチル基を転移する酵素の同定。
PanDのC末端側がアセチル化されることが予
備的な実験により明らかとなっている。この
アセチル化を行う酵素の実態を明らかにし
たい。アセチル基転移酵素の候補としては、
大腸菌に24種類存在するGNAT(Gcn5-related 



N-Acetyltransferase)ドメインを持つタン
パク質があげられる。これらの GNAT ドメイ
ン持つタンパク質をコードする遺伝子をそ
れぞれ欠損させた菌株を作製して、それらの
菌株から精製した PanD がアセチル化される
かどうかを調べる。 
 また PanZ の結晶構造解析から、PanZ と
PanD の結合による PanD の活性化のメカニズ
スを解明する。このとき CoA と結合した PanZ
の構造についても調べる。 
 
４．研究成果 
①パントテン酸は細菌の菌体から排出され、
パントテン酸を合成できない変異体はこれ
を取り込んで生育が可能になる。取り込みは
パントテン酸のトランスポーターである
PanF が担っている。そこで、PanZ と PanF の
二重遺伝子破壊株を作成し、この変異株では
生育がパントテン酸に依存するか否か調べ
た。 
  

図２ PanZ と PanF の二重遺伝子破壊株の栄
養要求性 
  
 変異株は富栄養であるL培地では全て増殖
した。しかし、PanZ と PanF の二重遺伝子破
壊株では増殖の低下が見られ、β-アラニンの
添加で生育の改善が見られた。L培地中には、
β-アラニンが含まれているもののその量が
少ないためにβ-アラニンの添加を必要とし
たのであろう。一方、合成培地であるM9培
地では PanZ と PanF の二重遺伝子破壊株は全
く生育できない。これにβ-アラニンの添加す
ると生育できるようになるが、パントテン酸
の添加では生育は解消できなかった。この結
果から PanF の欠損によりパントテン酸の取
り込みができなくなっていることが明らか
になった。以上のことから、PanZ と PanF の
両者の機能を阻止すると、パントテン酸の欠
乏を招き、大腸菌の生育を止めることができ
ることがわかった。しかしながら、β-アラニ
ンが環境中にあると生育を回復することか
らβ-アラニン取り込みの経路が別にあるら
しい。PanD-PanZ 経路の阻害によるパント
テン酸の欠乏で大腸菌の生育を抑えるため
には、β-アラニン取り込みも阻害する必要が
ある。 
 
②PanZ の過剰発現によって、合成培地である
M9 培地では大腸菌の生育が阻害された。
pBAD24-panZ プラスミドを持つ菌体はグル
コースを含む培地では適度な PanZの生産を
行い、β-アラニンを添加せずとも生育できる。 
しかし、アラビノースを含む培地では PanZ
を過剰に生産するようになり、生育できない

ようになる。この阻害は、培地中にβ-アラニ
ンの添加することにより解消され、生育でき
るようになることから、PanZ の過剰に生産
によりβ-アラニンの合成が止まったと考え 
られた。 

 
 図３ PanZ 過剰発現によるのβ-アラニン
の栄養要求性 
 
 おそらく PanZ が過剰生産されると PanZ は
強く PanD に結合し、その結果 PanD の酵素の
機能が阻害されるのであろう。 
 
③PanD と PanZ の結合を結晶構造から明らか
にした。PanD は４量体を形成し、それぞれの
PanD に PanZ は結合する。このとき、PanZ は
アセチル CoA に結合する必要がある。PanZ の
アセチル CoA への結合は、アセチル CoA の濃
度に依存する。アセチル CoA-PanZ と PanD の
複合体を形成することで PanD は活性型へと
成熟するが、これが酵素として機能するため
にはアセチル CoA-PanZ が解離す 

 
図４ アセチル CoA に結合状態に依存した
PanZ の PanD の活性化制御機構 
 
 



る必要がある。この解離のためには PanZ に
結合しているアセチルCoAが離れなければな
らない。以上のように、PanZ は PanD を活性
化するのであるが、その活性化の調節はアセ
チルCoAの濃度に依存している。アセチルCoA
濃度が高い時には、アセチル CoA が PanZ か
ら離れにくいため、PanD は活性化されても依
然としてアセチル CoA-PanZ が結合し酵素と
して働けない。細胞内でアセチル CoA 濃度が
高い状態とは、CoA が大量に存在するときで、
そのようなときにはCoAを合成する必要はな
いので合成の初段階である PanD の働きを抑
えるのである。 
 補酵素 CoA の代謝経路では、最終産物であ
るアセチルCoAが合成の初段階を制御するフ
ィードバック制御により合成量の調節が図
られていることが明らかとなった。アセチル
CoA-PanZとPanDの結合の構造学的な解明は、
この結合を増強する化合物などの探索にも
寄与する。仮にこのような化合物により、ア
セチル CoAの濃度に関わらず PanZ と PanD の
結合を強くすることができれば細菌内での
補酵素 CoA の代謝を止め、しいては細胞その
ものの生育を止めることが期待できる。 
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